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Mikrosomalni
elektronovy transport

« Elektronovy fransport
o - aktivace kysliku —reakce se substrdtem — monooxygenace

« Reté&zec elekironového transportu CYT P450
o —nutnostredukce 2 O,

« Mikrosomalni
o malo specificky, metabolismus xenobiotik

« Mitochondridlni
o specificky, metabolismus eobiotik (steroidy, MK atd.)

« /Akladem hydroxylace

o vysledkemidehalogenace, deaminace, N- a O-dealkylace, epoxidace
aj. — multifunk&ni oxidazy

Lokalisace v membrdné, zdrojem elektront NADPH
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System Cyt ’450

Source: Ohkawa er al. 1998

« Schema lokalisace v membrdané ER
o zdrojem elekfrond NADPH
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System Cyt P450
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« Elektrony doddavda z NADPH CYT P450 reduktdza

o - vicefunk&ni enzym
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System Cyt ’450

« CYT P450 reduktaza - obsahuje FAD i FMN
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System Cyt P450
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« Reakcni cyklus Cyt P450
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System Cyt P450
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* Priklad transformace xenobiotika
o dlifatickd hydroxylace pentobarbitalu
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System Cyt P450

Typy premeén
Hydroxylace — alifaticka, aromaticka
* O-nebo N-dealkylace
* Oxidace dvojné vazby
* N-oxidace
* S-oxidace
* Oxidacni deaminace
* Oxidace alkoholt
* Oxidacni dehalogenace

e Nomenklatura

 CytP450 1A2 rodina — 40% homologie
podrodina — 59%
1soforma
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System Cyt P450

* 57 lidskych cytP450

Sterols Xenobiotics Fatty Acids Eicosanoids Vitamins Unknown
1B1 1A1 2J2 4F2 2R1 2A7
7A1 1A2 4A11 4F3 24A1 251
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2WH1
11A1 2B6 8A1 26C1 3A43
11B1 2C8 27B1 4A22
11B2 2C9 4F11
17A1 2C18 4F22
19A1 2C19 4Vv2
21A2 2D6 4X1
27A1 2E1 471
39A1 2F1 20A1
46A1 3A4 27CA1
51A1 3A5

3A7
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System Cyt P450

Inducibilni enzymy — monitorovani zivotniho prostredi
XENOBIOCHEMIE
« metabolismus cizorodych |atek, uCast P450

Interactions medicamenteuses

xenobigtique
RIF

ELIMINATION

Enzymes de conjugaison 4"
Transparteurs 4

Metabolicka aktivace xenobiotik v 1. fazi — vznik reaktivnich slouéenin - toxicita,
kancerogenita qj.
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Nitrogenasovy system
* Asimilace N — ze sloucenin anorganickych do organickych
o bézne¢ (rostliny, mikroorganismy obecn¢)
* N, —inertni, problém pfevést na slouceninu
kyslikaté — vyboje
redukce na NH; — energeticky naro¢na

N,+3H, — 2NH,  AG®=32,6kJ.mol"

Technologicky — katalyza (puv. Os a U, dnes Fe**, 400 — 650 °C, 10 —
40 MPa)

— Haber-Bosch 1913
— spotifebuje ca 1% veskere celosvétove produkované energie

Biochemicky  — enzymova katalyza + ATP
— probiha za mirnych podminek
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° 4 4
Nitrogenasovy system
Redukce dusiku probihd podle rovnice
N, + 8H* + 86" 2NH; + H,
na kazdy elektron se spotrebuji 2 ATP, tedy

16 ATP — 16 ADP + 16P,

Celkovée
N, + 4ANADH+ H* + 16MgATP — 2NH; + H, + 4ANAD* + 16MgADP + 16P,

Tato redukce je omezena na nékolik mikroorganismu — symbiotické a volné

zijici
* Rhizobium — symbiont vikvovitych rostlin
« Azotobacter, Klebsiella, Clostridium a cyanobakterie (vodni)
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Nitrogenasovy system

« Reakce je katalysovana nitfrogendzovym

komplexem slozenym

o z FeS-proteinu dinitfrogenasa reduktasy (slozena ze 2 podjednotek o ca 65
kD, obsahuje 4Fe a 4S na dimer, citlivd na kyslik)

o O MoFe-proteinu dinitrogenasy (o,B, heterotetramer s velkym redoxnim
centrem obsahujicim Fe,S; a FesMoS; spojené 3 sulfidovymi skupinami)

(A) (1)
Nitrogenase complex

Fe protein MoFe protein
MitH) [MWHT, MK + FeMoon)
Dindtrogenase Dindtrogenase

» Fe prodein

» Moke
protein
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Nitrogenasovy system

Nitfrogenasovd reakce muze byt rozlozena do 3 kroku:
o redukce FeS-proteinu externim donorem elektront
o redukce MoFe-proteinu redukovanym FeS-proteinem — ta je usnadnéna fosforylaci
FeS-proteinu
o redukce N, MoFe proteinem

Campbell, Biochemisiry, 3'e
Text Figure 19.02

a
@) BH* H + H +
N:::N:+6e H'N'H and H:N:H
L H H
10 electrons 16 electrons total
(b}

12ADP

Ferredoxin 2 Fe protein 2 FeMo protel 2NH ;*
(oxidized) \' ﬁ {reduced) \\ / (oxidized) \ ,
% f A
Ferredoxin / \2 Fe protein J i ME FeMo protein / *\N
2
12 P gH*

[radur.:ﬂl.‘l} 12ATP {uxldizedl [rﬂduﬂﬂdl
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Nitrogenasovy system
« Prvnireakce vyzaduje NADH a je katalysovana feredoxinem.

« Ve druhém stupni dochdzi ke sprazeni s exergonickym pochodem —
hydrolyzou ATP.

o Podstatou je snizeniredoxpotencidlu (z-250 mV na -400 mV , jinde z -350 mV na
-450 mV) po fosforylaci proteinu, fo umozni redukovat koncovy enzym — FeMo-
protein o nizkém E, jenz je pak schopen redukce N.,.

® Footer Text

I{- ATP
Mitrogenasze complex

4 Fed §

risd.

I NADH Fd Eg023 W

*‘\ﬁf Hib F l.'|J5|.H --‘
SRR 1

-'/J redsetnse F,:, 040 W v '.'

i MADS Fd

a5 s T
4 H \‘-\__‘_‘_ 4 Fi-d k‘ H 1% igeai i
OX.

L

16 .-‘-.]3'? + 16 Fi

11/5/2018 16



Prenos elektronu mezi FeS klastry

A p Fe Protein . MoFe Protein

[4Fe-4S]

[8Fe-75]
P-Cluster
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Vazba N, v klastrech dinitrogenasy
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3 inorganic S-bridges
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Nitrogenasovy system

* Nitrogenasa (podobn¢ jako RUBISCO) je syntesovana ve
velkych mnozstvich, u diazotofyti tvoii az 10% vSech bilkovin
(efektivita symbiosy).

* Nitrogenasa redukuje 1 jin€ substraty se strukturou podobnou
N,, dobrym métitkem jeji aktivity je redukce acetylenu:

+ HCCH +2¢ +2H* — H,CCH,

® Footer Text 11/5/2018 ® 19



Nitrogenasovy system

* Problém citlivosti ke kysliku

o produkce leghemoglobinu odCerpavajiciho O, (v rostlinné buiice, kodovan v jejim jadre)

* Symbiosa — rostlina zasobuje symbionta metabolity (z TCA)

NADPH= H* \\I,.«EFdFe"-\ mnu, 2Az0FaFol

X""m‘d l_,r “\{]
M-.DF"A 2raFe! AN T RATT

n&TF  nADRE
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i i

[’r_m BADP+&F) _;;;D-En::l'F' w
| e .
| |

LegHb —=— LegHbl;—— 0,

e
AERDEN| FOSFOAYLACE 2H0

I MITOCHONDRIE ‘

Ohbr. 146  Schema fixace clementirnilio dusiko v bakteroidu Azorobacrer
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Fixace dusiku

* Moznostt GMO — nitrogenazy v rostlinach.

* Jiné typy nitrogenas (V misto Mo, ucast azotoflavinu
aj.)
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